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SUMMARY 
SUMMARY 
This thesis originated from a clinical study on autoantibody mediated receptor disease 
specifically Graves' disease. Since the only experimental model of antibody mediated 
recepltor disease existing at that time - 11978 - was experimental aautimmune 
myasthenia gravis it  was decided to use this model in order to analyze autoantibody 
receptor interactions. 
The questions asked were: 
1. Is this a true antibody mediated disease or die immune cells contribute to the 
lesions? 
2. If only antibody causes the disease is there a causal relationship between an- 
tibody concentration, antibody specificity and symptoms of disease? 
3 .  Can the auto-antibody receptor interaction be manipulated in a therapeutic 
usefull way? 
Chapter I 
The introductory chapter reviews the literature of clinical autoimmune anti-receptor 
diseases. Although the mechnisms operational in these diseases may be similar, the 
clinical spectrum varies from endocrine diseases and neurological disorders to asthma 
and allergic rhinitis. Conceptually antibodies against cell1 membrane receptors may 
bring about disease in three different ways. First, antibodies may bind to the receptor 
and block ligand induced receptor stimulation. Although myasthenia gravis was 
originally believed to belong to this category it is now known that Mockade of the 
acetylcho!ine binding sire is not the main cause of disease. Second, antibodies may 
mimick hormone or neuro-transmittor action and thus stimulate the receptor in the 
absence of the natural ligand eg. in Gravesqisease and some cases of hypoglycaernia; 
experimental evidence suggest that these stimulating antibodies may be auto-anti- 
idiotypic antibodies. A third mechanism, operative in myasthenia gravis and auloirn- 
mune insuline resistance, down regulates receptor molecules yielding reduced numbers 
of receptors left for stimulation. The spectrum of shvroirnrnune receptor diseases will 
probably be extended in the near future. Candidate diseases might be hypogam- 
maglobulinemia, and pseudo hypoparathyroidism. For a13 of the anti-receptor autoim- 
mune diseases only one well characterized animal model exists : experimental autoim- 
mune myasthenia gravis. 
Chapter 11 
This chapter is a literature study which summarizes the "state oh' the a r t ' h f  the ex- 
perimental autoimmune myasthenia gravis (EAMG) model. Disease is induced by im- 
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munixing animals with aceayllcholine receptors isolated From the electric organ, of fish: 
Torpedo califarnica an electric ray residing off the Californian coast or Electrophorus 
electricus an eelctrlc eel found in the Pamazone river. Clinically this expelinrental model 
is relevant in terms of pathogenesis of disease (myasthenia gravis] but not in terms of 
etiology. 
Detailed analysis of the acetylcholine receptor by biochemical and immunological 
means has elucidated the structure of the receptor as well as its antigenic structure. A 
small part of the acetylcholine receptor residing on the a-subunit, the so called main 
immunogenic region (MIR), is of crucial importance for the development of disease in 
the experimental animal model and in man. 
The eleclrophysiologic abnormalities observed in the rat model of EAMC - specifical- 
ly the acute model - are induced by three different immunopathological mechanisms; 
complement mediated focal lysis, of the neuromuscuPar membrane increased turnover 
of acetyllcholine receptor (AChR) at the neurornuscular endplate, and possibly by 
blockade of the acetylcholine binding site. Next to antibodies cellular immune reactions 
mush be important in EAMC although their role is undefined . No clear evidence exists 
for a role of effector T cells and the role of T helper cells is assumed but not proven. 
in the model of chronic EAMG. The humoral autoimmune reactions observed in 
EAMG have also been demonstrated in man. Thus EAMG is a usefull model in terms 
of pathogenesis of myasthenia grawis in man. 
Chapter 111 
In order to analyze the immune reactions involved in EAMC the first approach was 
to determine the phenotype and specificity of the cellular immune reactions of rats with 
chronic EAMG in vitro. For this purpose an in vilro culture system was developed in 
which sensitized lymphoid cell suspensions from rats with chronic EAMG were 
cultured in the presence of acetylcholine receptor (AChR) preparations. Wcxr the pro- 
liferative cellular responses and anti-AChR antibody secreted was quantitated, The 
culture System finally adopted required antigen (AChR), sensitized (T and 1311 Bym- 
phocytes, and antigen presenting cells. The cells that showed a proliferative response 
to  AChR were T cells since they could be Iyzed by anti T cell serum in the preseace 
of complement. Their T helper cell nature was suggested by finding that they produced 
interleukin-2, and by the fact that antibody producing cells required their presence and 
that the amount of antibody produced in vilro was proportional to the cellular pro- 
liferative response. Conclusive evidence derived from an experiment which showed by 
means of phenotypic separation of T cells with a fluorescence activated cell sorter that 
the proliferating cells were T helper cells. The T helper cell proliferatjlon had an  ab- 
so1ut.e requirement for accessory cells and the proliferative response was influenced by 
the physicochemical nature of the AChR added to the culture as illustrated by the fin- 
ding that AChR incorporated in lipid membranes (a form reminiscent of the postsynap- 
tic membrane) elicited far greater proliferative T helper cell responses compared to 
solubilized AChR. 
Since most of the serum antibodies in EAMG appear to be directed towards the main 
immunogenic region (NIR] of the AChR the specificity of the T helper   ell pro- 
liferative response was studied in terms of pathogenetically important speciFicities : 
those residing on the MIR and cross reacting with rat AChR. Ear this gupose Torpedo 
AChR was chemically altered by reduction and carboxymethylarion (RCM-AChR) or 
trypsinization (t-AClyR). These procedures yielded two differing receptor preparations, 
RCM-AChR with a selectively destroyed MIR and t-AChR lacking antigenic deter- 
minants outside the MlR. When these chemically altered AChR were added to cultures 
of immune lymphe-node cells taken from rats with chronic EAMG, a high proliferative 
T hellper cell response and antibody synthesis was observed regardless of the absence 
or presence of the MIR. These surprising results suggest that in the in vitro culture 
system the accessory cells first break down the AChR with a comcommittant partial 
loss of primary (t-AChR) or tertiary structure (MIR) prior to presentation to the T 
cells.that here the accessory cells present the tertiairy structure to the T cells. 
The cross-reactive specificities were studied by inducing EAMG with Torpedo califor- 
nica, fetal calf muscle and rat muscle AChR; the sensitized lymph nade cells were next 
cultured in vitro with the three different AChR preparations and the proliferative 
response as well as the antibody production to each individual AChR was determined. 
Rats immunized with Torpedo AChR showed a high degree of cross-reactive T helper 
cell proliferation to  mammalian muscle AChR whereas rats immunized with ~nuscle 
AChR react with muscle AChR (but do not cross-react with Torpedo AChR at the T 
cell level). The antibody response showed the opposite effects. These findings can only 
be interpreted to indicate that at the T cell level no tolerance to mammalian AChR exists. 
They show in addition that cross reactive T cell proliferation and antibody responses to 
sat AChR are determined by the species from which the irnmunogen derives. 
Chapter SV 
In this chapter the immunogenicity of differing AChR preparations was related to their 
in vivo pathogenicity. For these purposes an in kriwo model of chronic EAMG was used 
allowing precise quantitation of the immunopathollogical lesions at the neuromwscular 
junction rather than scoring the signs of myasthenia. 
First an  in vivo model was developed using Torpedo califosnica AChR as irnmunogen 
and a dose respanse curve was made relating the amount of Torpedo californiea AChR 
used for immunization to antibody cross reactive with rat AChR in the serum and 
bound ai the site of the neuromuscular junction. Next the immunizing dose of Torpedo 
AChR was related to AChR loss and clinical signs of myasthenia. Immunizing doses 
between 5 pg and 15 pg caused a dose dependent increase in crossreactive antibody in 
the serum, immune camplex formation at the neuromuscular enplate and AChR loss. 
AChR lass from the neuromuscular junction was a far better measure of EAMC com- 
pared to  clinical signs of rnyasthenia which was only apparent with AChR losses in ex- 
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cess of 701%. In crossreactive antibody excess however - achieved by immunizing rats 
with dosages of Torpedo califarnica AChR exceeding 15 j.tg - AChR unoccupied by 
antibody remained at all demonstrable at the neuromuscular junction which suggested 
that target organ resistance to antibody mediated receptor loss had occurred. This 
observation was the bmis of the experiments described in Chapter YI. 
The specificity of the cross-reactive antibodies causing the AChR loss in vivo was ex- 
amined next by immunizing rats with reduced and carboxyrnethylated Torpedo califor- 
nlca AChR [RCM-PtChR). This procedure selectively removes the MIR of AChR as 
mapped by means of a panel of thirty monoclonal antibodies. Destruction of the MIR 
did not reduce the immunogenicity of the AChR in vivo since high titers of anti native 
AChR antibodies were elicited but abolished pathogenicity as shown by the fact that 
none of these rats developed myasthelnia or AChR loss. In <these rats the antibodies 
crossreactive with rat AChR were shown to be directed to the cytoplasmic (in viva non 
accessible) sires of the muscle AChR and thus to be irrelevant in terms of pathogenesis 
of disease. These observations were extended in passive transfer studies using 
monoclonal antibodies against native and RCM Torpedo AChR. Only antibodies 
directed to the extracellularly located M6R (present on native bud absent from RCM- 
AChR) were capable of causing AChR loss. In contrast to suggestions in the literature 
preimmunization of rats with RCM-AChR failed to  protect against native Torpedo 
AChR induced EAMG nor was an ongoing EAMG czlred by immunizations with 
RCM-AChR. These observations are compatible with the view that in terms of im- 
munogenicity RCM-AChR is the equivalent of the carrier and that the MER functions 
as hapten. The cross-reactive immune response to the haphen determines antibody 
specificity and thus pathogenicity. En order to demonstrate that this cross-reactive im- 
mune response was mediated by antibody only passive transfer studies were performed 
using in vitro expanded immune cells isolated from lymph nodes of rats with EAMG, 
Jn vilro expansion of immune T cells with a T cell mitogen (in a manner identical to 
that used far passive transfer of efketor T cells in experimentak allergic encephalitis) 
failed Lo induce AChR loss in the recipient. Passive transfer was only successful when 
the immune cells were expanded r'a v i l m  in the presence of AChR; the receptor loss 
observed was mediated by actively secreted and cross-reactive antibody. The autoan- 
tibody levels in the serum of the recipients of passively transferred cells decreased 
rapidly suggesting that the autologous AChR is nor capable of expanding these primed 
T (helper) cells possibly because the membrane antigens residing on the receptor do not 
circulate in the extra cellular fluid, The studies described in this chapter therefore sup- 
port the view that chronic EAMG is an antibody mediated disease requiring the con- 
tinual presence of immunogen and primed helper T cells. 
Chapter V 
In chapter V the anti-AChR antibodies that mediate the AChR loss from muscle in rats 
with chronic EAMG were examined in terms of specificity and specrrotype (isoelectric 
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paint) in order to rule out that restricted specificities (e.g. the products of limited 
number of B cell clotves not readily appwent in serum) contributed to the: disease. This 
possibility had to be investigated because in conditions of considerable excess of an- 
tibody to the MIR in the serum of rats immunized with lmge doses of Torpedo AChR 
unoccupied AChR (capable of binding antibody) was at all times demonstrable at the 
neuromuscular junction of rats with chronic EAMG. Apart from target organ 
resistance (e.g. increased synthesis of AChR) this observation could also be due to a 
restriction of antibodies bound to the muscle AChR, when compared to the antibodies 
present in the serum. Differences in charge of anti-AChR antibody molecules could 
allow the more positively charged antibody to bind to the interstitial matrix consisting 
of mucopoEyssacharides carrying a negative charge at pH 7.4. Alternatively the an- 
tibody response itself might be restricted and thus low concentrations of antibody of 
a certain specificity might be concentrated at the neuromuscular junction and thus 
escape detection when measuring the antibody specificities in the serum. We first detes- 
mined whether antibodies directed to the acetylcholine binding site contributed - in 
addition to those directed to the MIR - to the disease. Using a solid phase assay 
system almost no antibody to the acetylcholine binding site was demonstrable in 
EAMG suggesting that results of others using precipitation assays might be artifacls. 
Differences in charge fisoclectric point) of anti-AChR antibody molecules from the 
serum and in immune complexes From the neuromuscular junction were analyzed 'by 
reversed isoeiletric focusing followed by radiolabeled AChR overlay. This technique 
allows analysis of the antibody response in terms of variable chain diversity and is 
capable of detecting low concentrations of a limited number of B cell clone products. 
The procedure dissociates antigen-antibody complexes and thus allows speckrotypic 
analysis of antibody residing in these complexes. Sequential studies on sera from rats 
with chronic EAMG showed the full spectsotype to be expressed early after immvniza- 
tion and not to change with the onset of disease suggesting that the spccrrotype of anti 
Torpedo AChR antibodies does not influence disease. This was confirmed by finding 
the spectrotype of anti-rat muscle AChR antibodies eluted from the neuromuvcular 
junction to be identical with those of the serum. These results show the antibody 
response in chromic EAMG to  be polyclonal; also in myasthenia is brought about by 
a palyclonal antibody response which is directed towards the MIR. The observation 
that unoccuplied AChR receptor is demonstrable in condition of' apparent crossrcactive 
antibody excess suggests that target organ characteristics in addition to crass reactive 
antibody determines AChR loss. 
In chapter VI the effect of target organ manipulation ion EAMG was studied; the 
results obtained were the basis for designing a new strategy for the treatment of 
rnyasthenia. 
Since the muscle is capable of large increases in AChR synthesis during embryonal 
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development and after denervation the hypothesis ww advanced that secondary to m 
immunological attack resulting in a cross-linking of AChR at the neuromuscular junc- 
tion a reactive increase in AChR wcurs. Ef this were so not only suppression of the 
antibody response by aspecific or specific means but d s o  enhancement of the AChR 
synthesis would be expected to have beneficial effects in EAMG. 
In order to test Chis hypothesis rats were given a unilaterd limb denemation by removal 
of the ischiadic nerve and 8 days later monoclonal antibody directed towards the MIR 
was infused. The denewated limb contained 4 times as much AChR compared to the 
control leg and more importantly showed no AChR loss in contrast to the contr01 leg. 
This experiment suggested that antibody mediated AChR loss in the denervated leg was 
compensated far by enhanced AChR synthesis. Next the effect of unilateral limb dener- 
vation performed at the time of induction of chronic EAMG, was studied. A11 rats had 
high titers of anti-AChR antibody but the amount of AChR Joss form the control leg 
was 4 times that of the denervated leg; the percentage of AChR cornplexed with an- 
tibody in the denervated leg Q170jro) however was far less than the control leg (27%). 
This lower AChR occupancy with antibody in the denervated leg agrees with the view 
that in this leg a greater reactive increase in AChR synthesis had occurred compared 
to the normal leg. 
The effect of anabolic steroids [nmdrolone) om chronic EAMG was examined next for 
two reasons. First anabolic steroids have a clearcut positive effect on muscle mass and 
androgens enhance the synthesis of deficient proteins in some hereditary human 
diseases. Thus we hypothetized that anabolic steroids might also influence the reactive 
increase in AChR synthesis after antibody mediated AChR cross linking in analogy to 
the experiments with denervation. In addition, epidemiological evidence in man and ex- 
perimental evidence from spontaneous animal models show sex hormones .to play a role 
in autoimmune diseases inclusive myasthenia gravis. 
Female Lewis rats were immunized with Torpedo AChR and a dose of anabolic 
steroids were given every two weeks; animals were sacrificed 30 days after the first im- 
munization, with AChR. At this time 3 out of 4 control rats showed severe rnyasthenia 
clinically whereas none 01 ihe treated rats were myasthenic. In the control rats the 
clinical myasthenia was associated with a 53% muscle AChR receptor loss; of the re- 
maining 80% AChR was complexed with antibody. Compared to the controls the rats 
treated with anabolic steroids showed significantly less cross reactive antibody in the 
serum, Striking were the differences in immune complex formation at the 
nieuramuscular junction: the rats treated with anabolic steroids showed somewhat less 
muscle AChR loss (43To) compared to controls (53%) but of the remaining AChR only 
44Yo was complexed to antibody. These results show anabolic steroids to be beneficial 
in rats with chronic EAMC because of decreasing antibody concen.tration; in addition 
however a beneficial effect on the increase in AChR synthesis induced by antibody 
mediated AChR cross linking appears likely. 
Dir praefschrift is tat stand gekomen m a r  aanleiding van kiinische vraagstelkingen op 
het gebied van onderzoek naar ziekten welke veroornaakt warden door auto-anti- 
l ichmen gericht tegen receptoren, in het bljzonder zoals bij de ziekte van Graves. Om- 
dar in 1978 alleen experi~nentele avtoimmuun myasthenia gravis bekend was ah model 
roa r  een dergelijke ziekte (welke dus weroornaakt wordt door antilichamen gerichr te- 
gen receptoren) werd besloten dit model te gebrwiken om irateracries tussen auto-anti- 
liehamen en receptoren te analyseren. Daartcae werden de volgende vraagstellingen gc- 
farmuleerd: 
I .  Wordt deze ziekte uitsluitend door antilichamen veroorzaakt of dragen immuno- 
logisch actieve cellen ook bij tot de weefselbeschadlginp? 
2. Indien auto-antilichamen de enige veroorzakers v a n  de ziekte zijn, besraat er dan 
een causaal verband tussen de hoeveelheid geproduceerde antilicharnen, hun spe- 
cificiteit en idle ernst van de symptomen van de ziekte? 
3 .  Km op een therapeutisch relevante wijze geinvenieerd worden in de interactie 
tzlssen autoantilichaarn en receptor? 
Dit inleidende hoofdstuk geeft eeen caverzicht over de lieeratuur van de kliniek van auto- 
immuunziekten tegen receptoren. Hoewel de mechanismen die bij deze ziekten betrok- 
ken zijn veel gemeen kunnen hebben, beslaan deze ziekten een breed klinische spectrum 
dat loopr van endaerierue ziekten en neuroilogische afwijkingen tot asthma en allergi- 
sche rhinitis. Er zijn drie manjlcren waarop antilichamen tcgen receptoren in de ceL- 
rnernbraan ziekte kunnen veroorzaken. Ten eerste: antilichamen kunnelr zich aan de re- 
ceptar binden en (daardoor) stirnulatie van de receptor door he1 ligand verhindererr. 
Hoewe1 men caorspronkelijk rneende dat myasthenia gravis tot deze categosie blehoosde 
wordt nu gesuggereerd dat blokkade van de bindingspllaats voor acetylcholine niet de 
belangrijkstle oorzaak van de ziekte is. Ten rweede: antilichaenen kunnen de werkiny 
van een hormoon of neurotransmitter imiteren en zodoende de receptor stirnuleren in 
afwezigheid van bet natuurlijke ligand! Dit is bijvoorbeeld her geval bij de ziekte van 
Craves en in sommige gevallen wan hypoglycaemie; resultaten uit experimenten geven 
aan dat deze '"tlirnulerende" antilichamen in feite anti-idiotypische auto-antilicharnen 
zouden kunnei  zijn. Het derde rnechanisme dlat werkzaam is in myasthervia gravis en, 
in een door auto-immuniteit veroairzaakte vorm van imsuline-resistentie heeft een nega- 
tief effect op de  aanmaak van receptor maleculen zodat mindes receptoren beschikbaar 
zijn voor stirnulatie. Waarschijn&ijk zal het scala van door auto-irnrnuniteit veroorzaak- 
te xiekten waarbij receptoren betrokken zijn in de nabije toekomst nog warden ulrge- 
breid. Als kandidaten voor deze uitbreiding kunncn hypogammaglobulinaemie en 

afiankelijk te zijn van de simultane aanwe~igheid van anrigeen (AChW), gesensitizeer- 
de (T en B)I lymfocyten en antigeen-presenterende cellen. De cellen die in respons ep  
AChR prolifereerden, 'bleken T cellen te zijn; het was rnogelijk ze te lyseren met behulp 
van een anti-T cel serum en complement. Dat het hier om helper T celien ging, werd 
aawnemelijk door de bevinding dat deze cellen interleukine-2 produceerden en door het 
feit, dat de mtilichaamproducerende cellen van hun aanwezigheid afhankelijk waren. 
Bcauendien correleerde de hoeveelheid geproduceerde antilichamen positief rnet de pro- 
liferatieve respons van de T cellen. Het doorslaggevende bewijs werd geleverd in een 
experiment waarin met behulp wan een 'Tluorescence-Activated Cell sorter" T ceellen 
op basis van bun fenotype werden gescheiden, waarna laleek dat de helper T cellen de 
prolifererende cellen wasen. Praliferatie van de helper T cdlen was valstrekt afhanke- 
lijk van de aamwezigheid van antigeen-presenterende cellen; bovendien werd de prolife- 
ratieve respons beinvloed door de fysico-chemische vorm waarin de AChR aan de cell- 
kweek werd toegevcaegd. Dit laatsre punt werd geillustreerd door de bevinding, dat de 
AChR ingebouwd in lipide-membranen (een vorm die doet denken aan de post-synapci- 
siche rnembraan) een sterkere prelifezatieve T cell respons opwekte dan AChR in opge- 
loste vorrn. Aangezien de meeste antilichamen in EAMG tegen de M1R van de AChR 
gericht zijn, werd de specificiteit van de proliferatieve helper T cel respons met name 
onderzocht op pathogenetisch belangrijke specificiteiten: die tegcn MIR en die welke 
kruisreactiviteit vertonen tegen de ratten-AChR. Hiertoe werd Torpedo AChR che- 
misch veranderd door rniddel van reductie en carboxylatie (RCM-AChR) of door mid- 
del van trypsinisatie (t-AChR). Deze procedures leverden twee verschillende receptor- 
preparaten op: RCM-AChR met een selectief vernietigd MIR en t-AChR zonder antige- 
ne determinanten h i t e n  de MIR. Als deze chemisch gemodificeerde AChR werden toe- 
gevoegd aan kweken van lyrnfekliercellen uit ratten !net chronische EAMG (opgewekl 
met natief Torpedo AChR) werd een flinke proliferatieve respons van helper T cellen 
alsrnede andilichaamprodvktie waiargenomen, zuBks onafiankelij k van dc aan- of afwe- 
righeid van de MIR. Dli~ verrassende resultaat doer verrnoeden dat de antigeen- 
presenterende cellen in het in wSCrs kweeksysteem eerst de AChR afbseken, waarbij dan 
de primaire (zoals bij t-AChR) of tertiaire structulur (zoals van MIR) gedeeltelijk verlo- 
ren gaat, om vervollgens het afgebroken antigeen aan te bieden aan de T cellen. 
De kruis-teagerende specificiteiten werden bestudeerd door EAMG op te wekken met 
AChR uit Torpedo callifornica, uil spieren van runderfoetussen of uit rattespieren. Ver- 
volgens werden de daardoor gesensitizeerde ceilen uit de lymfeklieren in vilso gekweekt 
met de drie verschillendc AChR-preparaten en werden de proliferatieve respons en anti- 
Bichaamprodukties tegen elk der AChR preparaten bepaald. Ratten welke met Torpedo 
AChR waren geimmznniseerd lieren een hoige mate ran helper T cel kruis-reactiviteit 
zien in hun proliferatieve respens tegen AChR uit spieren van zoogdieren, terwijl ratten 
geimmumiseerd met spier-AChR we1 regen spier-AChR reageerden maar gcen kruis- 
reaetiviteit op  het niveau van de T cel tegen Torpedo AChR vertoonden. De antili- 
chwmrespons lied echter het tegenovergestlelde zien. Deze bevindingen leidden tot de 
enig mogelljke interpretatie dat er op het niweau van de T cel geen tolerantie tegen 
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AChR uit zaogdierweefsel bestaat. Bovendien blij~ki hieruit dat de kruis-reactiviteit van 
T cel prolifehatie en van azrtilichamen tegen de AChR van de rat bepaald wordt door 
de diersoort waaruit bet immunogeen wordt geisoleerd. 
Allereerst werd door ons in dit deel van het: onderzoek de immunageniciteit wan ver- 
schillende AChR-preparaten onderzocht in relatie tot hun pathogeniciteit in vivo. Hies- 
toe werd een in vivo model voor chronische EAMG gebruikt waarin, eerder dan af te 
gaan op he1 registreren van de symptomen van klinisch manifeste myasdhenie de immu- 
nopathologische beschadigingen van de neuro-musculaire eindplaat exact gekwandi- 
teerd kunnen worden. 
Oebrwik makend van Torpedo AChR als immunogeen werd allereerst het in vivo model 
ontwikkeld. Yoor dit model werd in een dasis-respons curve de relatie tussen de voor 
de imrnunisalie gebruikle hoeveelheid Torpedo AChR en de opgewekte (met rat AChR 
kruis-reagerende ) vrije antilichamen in het serum, plus die welke gebonden waren in 
de nevromusculaire eindplaat, vastgelegd. Zodoende koil wervolgens de dosis Torpedo 
AChR gebruikt vooia de immunisatie gerelateerd worden aan het verlies aan AChR en 
de klinische versclvijnselen van myasthenle. Doses varierend van 5 tot 15 pg Torpedo 
AChR ueroorzaakten zowel een dosis-afhankellijke toename van kruis-reactieve antili- 
charnen in het serum, de vorming van immuuncornplexen in de neuro-rnusculaire eind- 
plaat als een verlies van AChR. Yerlies van AChR in de neuro-musculaire eindplaat 
Meek een betere maat voor EAMG te zijn dan registratie van de klnische verschijnselen 
van myasthenie welke pas manifest werden wanneer meer dan 710% van de ACkaR verla- 
ren waren gegaan. In aanwezigheid van een overmaat kruis-reagerende antiliehamen 
(bereikt door ratten te irnmurriseren met haeveelheden Torpedo AChR boven de 15 pg) 
bleven echter in de neuromusculairc eindplaat nog steeds receptoren aantoonbaar die: 
nier bezel wasen door anti-AChR antilichamen; dit zou et op kunnen wijzen dat zich 
in de eindplaat resislentie tegen het door antilicharnen veroorzaakte verlies van tecepto- 
re11 had ontwikkeld. Deze waarneming ligt ten grondslag aan de proeven wekke in 
Hoofdsruk VZ beschreven zijn. 
Wervolgens werd de specificiteit van de kruis-reagerende antilichmen, die het verlies 
van AChR in vivo veroorzaken, nagegaan door ratten le immunizeren met (chemisch 
yemodificeerde) RCM-AChR. Zoals door gebruik van een aantal rnonoclonde antilj- 
clhhmen tegen AChR kon worden aangetoond is a p  deze RCM-AChR geen MIR rneer 
aanwezig terwijl de antigene determinanten buiten de MER niet aamgetast worden. Ver- 
nietiging van de MIR verminderde de in viva immunoigeniciteit van de AChR niet aan- 
gezicn er hoge titers anti-AChR antilichamen mee konden worden opgewekt; we1 bleek 
dit immunogeen niet pathogeen meer te zijn want geen van deze hathen ontwikkelde my- 
asthenie of verloor AChR. De met ratre-AChR kruis-reagerende antilichamen bleken 
in deze ratten tegen inrracellulair gelegen plaatsen van de spier-AChR gericht te zijn. 
Dcze plaatsen zijn in V ~ V O  onbereikbaar en de ertcgen gerichte antilichamen zijn derhal- 
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ve irrelevant voor her ontstaan van de ziekre. Deze wawnemingen werden nag verder 
uitgebreid in experimenten waarin manoclonale antlichamen tegen natief ACLaR en 
RCM-AChR uit Torpedo "'passief"hwerden loegediend aan ratten. Uitsluitend antili- 
charnen gericht tegen de extracellulair gelegen MIR - aanwezig op de natieve, rnaar 
niet op RCM-AChR - veroorzaken vlelrlies van AChR, In tegenseelling tot aanwfijzin- 
gen in de literatuur bleek immunizatie van ratten met RCM-AChR geen bescherrning 
te bieden tegen induchie wan EAMG met natieve Torpedo AChR; ook een bestaande 
E M C  werd niet genezen door irnmlunizatie met RCM-AChR. Deze waarnemingen 
zijn verenigbaar rnet de hypothese dat RCM-AChR qua imrnunogeniciteit als de zgn. 
""carrier" kan worden gezien en dat de MIR als hapteen Sungeert. De kruis-reactiviteitt 
van de irnmuunrespons tegen helt hapteen bepaalt dus de specificiteit van de antilicha- 
men en daarmee dus de pathcageniciteit. Om te bewijzen dat deze kruis-reactieve irru- 
muwnrespons uitsluitend door antilichamell tot stand wordt gebracht, werden studies 
verricht waarin gesensitizeerde cellen uit de lyrnfeklieren wan dieren met EAMG na ver- 
rnenigwuldiging in virro passief werden doorgegevem aan onbehandelde ratten. Indiela 
de gesensitizeerde T cellen in vltro met behulp van een T cel mitogeen ucrden vermenig- 
vuldigd [zoaPs oak elders werd roegepast vooa de passieve overdracht van experirnentele 
dlergische encephalitis met behulp van effector T cellen) werd geen antlichaamrespons 
tegen AChR in de ontvanger gevonden. Dergelijke passieve overdlracht had aPleen suc- 
ees indien de gesensitizeerde celllen in vitro werden gekweekl in de qanwezigheid van 
AChR; het gevonden verlies a m  AChR in deze ontvangers werd veraorzaakt door de 
actief geproduceerde kruis-reactieve andlicharnen. De spiegels van auto-antilicharnen 
in het serum van de ontvangers van, passief doorgegeven cellen nam snell af, wat erop 
wijst dat autologe AChR niet in staat was deze gesensitizeerde (helper) T cellen in vivs 
be laten delen. Dit kan het gevolg zijn van het feit dat receptor-geassocieerde rnern- 
braanantigenen niet vrij in de extra-cellulaise vPoeistof voorkornen, De in dit hoofdstuk 
beschreven onderzoekingen ondersteunen dus de idee Qar chrotiische EAMG een siekte 
is die veroorzaakt wordt door antibchamem. De aanmaak hiervan is afhankellijk van 
de ononderbroken aanwezigheid van, irnmunogeen en, specifiek geactiveerde helper T 
cellen. 
In bet onderzoek beschaeven in Mocafdstuk Q werden de anti-AChR antilichamea die 
tot verlies van spier-AChR in ratten met chronische EAMC aanleiding geven nader on- 
derzocht op specificiteit en op iso-electrisch punt. Dit onderzoek werd verricht om uit 
te sluiten dat juist antilicharnen met een beperkt aantal specificiteiten (bijvoorbeeld 
omdat zij zij~n voortgekornen uit een beperkt aantal B eel clonen en dus niet zijn aan 
te tonen in het serum) bijdragen tot het ontstaan van de ziekte. Deze rnogelijkheid dien- 
de te warden onderzocht omdat van ratten, die geimmuniseerd waren rnet grote doses 
Torpedo AChR ondanks een anzienlijke overmaat antilicharnen in het serum regen de 
MIR toch steeds vrije AChR in de neuro-rnusculaire eindplaat konden worden aange- 
toond (AChR die nog steeds in staat waren antilicharnen te binden). Afgezien van op- 
bauw van resistentie (bijvoarbeeld door versarelde synthese van PtChR) zou deze obser- 
~ a r i e  oak het gevollg kunnen zijn warm een beperkte mogelijkheid van antilichamen om 
zich aan de spier-AChR te binden. 
CadingslrerschiIIIen tussen anti-AChR antilichaam rnoleculen zou de meer positief gela- 
den antilichamen in sllaat stellen de interstitide matrix te passeren welke bestaat uit mu- 
caplclilysacchaaidem welke bij pH 7.4 negatief geladen zijn, Een andere magelijkheid is, 
dan de antilichaamrespons van (zeer) beperkte specificiteit zau kunnen zijn en dat een 
(absoluut gezien) geringe hoeveelheid antilichamen met een begaalde specificiteit ge- 
eoncentreerd wordr in de ncuro-musculaire eindplaat, zodad ze n id  kunnen warden 
aangetaond in het serum. Eerst welrd door ans nagegaan of antilichamen gericht tegen 
de bindingsplaats voor acetyllcholine, alsaok die welke tegen de MIR gericht zijn, bij- 
dragen tot het ontstaan van ziekte. Met gebruikmaking van een "solid phase9' test- 
systeern waren in EAMG echter vrijwel geen antilichamen tegen de acetylcholine-bin- 
dingsplaatsen aantoanbaar, wat daet veronderstelllen dat de resultaten van anderen die 
gebruik maakten van paecipitatietestsystemen op artefacten zouden kunnen berusten. 
Ladingsllrerschillen (ofwel versehillen in iso-dectrisch punt) tussen anti-AChR antili- 
chamen uit het serum en uit immuuncomplexen geisoleerd van de neuramusculaire 
eindplaat werden nagegaan door omgekeerde iso-electrische focussering gevolgd door 
incubatie met radioactief-gemerkt AChR. Deze techniek maaka het rnogelijk de diversi- 
teit van de antilichaamrespons te analyzeren; lage concentraties van produkten van een 
beperkt aantal B cell clonen kunnen er mee worden opgespoord. Bij het toepassen van 
deze procedure vallen antigeen-antilichaam-complexen d t  elkaar zodat het rnogelijk 
wlardt het spectratype (isoelectrische punten) van de antilichamen uit deze complexen 
te bepalen. Met tussenpozen herhaalde bepalingen a p  serummonsters van satten met 
chranische EAMG lieten in de tijd steeds eeii constante expressie van alle spectratypen 
zhen. Dit was reeds het gevd vroeg na de immunisatie en het veranderde niet bij het 
manifest worden van de ziekte wat erop wijst dat het spectrotype van de anti-Torpedo 
AChR antilichanven geen invloed heeft clip het verloop van de ziekte. Dit werd eens tc 
meer bevestigd door de constatering dar liet spectratype van antilicharnen gedcht tegen 
rattespier-AChR geglueerd van immuuncomplexen uit de neuro-musculaire eindplaat 
identiek was aan die van het serum. Deze resultaten tonen aan dat de antilichaam- 
respons in chronische EAMG polycllonaal is; oak in de mens wardt myasthenic veroor- 
zaakt door een polyclonale antillichaamrespons die tegen de MIR gericht is. De bevin- 
ding dat older omstandigheden waarbij kennelijk een overmaat kruis-reactivieve antili- 
chamen aanwezig is tach onbezette AChR aantoonbaar zijn wijst erop dat behalve ei- 
gensehappen van idle kruis-reactieve antilichamen ook die van de eindplaat van belang 
zijn. 
In Haofdstuk VI wordt het effect van manipulatie van het doelwit van de immuun- 
respons in EAMC beschreven; de in deze stevdie verkregen resultaten, heblben d s  uit- 
gangspunt gediend voor het ontwerpen van een nieuwe strategic voor de behandeling 
wan myasthenia. 
Aangezien de spier zowel gedurende de embryonalle ontwikkeling als na denervatie in 
s t a t  is tot een grate toenarne in de aanmaak van AGhR werd de hypothese gelanceerd 
dat ook na een aanvd door immunologische effectormechanismen (resulterend in het 
ontstaan van onderlinge koppeling tussen AChR in de neura-musculaire eindplaat) 
"cross-linking" als seactief proces zai toenemen. Mocht dat zo zijn dan zou dus nict 
alleen specjifieke of a-specifieke onderdrukking van ale antilichaamsespons een gunstig 
effect op het verloop van EAMG hiebben, rnaar ook behandelingen welke de synthese 
van AChR versnellen. 
Deze hypothese werd getoetst door bij ratten een achterpoot te denerveren door de ner- 
vus ischiaticus te verwijderen; 8 dagen later werden deze ratten ingespoten met mono- 
clolrmale antillchamen tegen de MIR. In de gedenerveerde poot wesd 4 rnaal zo veel 
AChR gevonden vergeleken met de niet-gedenetveerde contrde paot. Nog belangrijker 
was de bevinding dat, in tegensdelling tot in de controle poot, in de gedenerveerde poot 
geen verEies aan AChR was opgetreden. De resultaten van dit experiment suggereerden 
dat het door de antilichamen veraorzaakte verlies van AChR in de gedenerveerde poot 
werd goedgemaakt door de reactieve toename van de AChW synthese. Vervolgens werd 
het effect van denervatie uitgevoerd op het moment van de inductie van chronische 
EAMG, op het verlies aan spier AChR gemeten. Alle ratten onfwikkelden hoge anti- 
AChR antilichaam titers rnaar in de controle poten werd procentueel4 rnaal zcaveel ver- 
lies aan AChR gemeten als in de gedenerveerde poten. In de gedenerveerde poten was 
het percentage antilichaam elat gebonden was aan de AChR echter lager (27qo). Deze 
lagere bezettirvgsgraad van AChR door antilichamen in de gedenerveerde poten steunt 
de visie dat in deze poten een sterkcre reactieve toenarne van de AchR synthese had 
plaatsgevonden dan in de controle poten. Vervolgens werd om twee redenen het effect 
van anabole steroiden (nandroPone) cap chrcanischie EAMG nagegaan. Ten eerste, orndal 
anabole steroiden een duidehijk gositief effect op de spiermassa hebben en omdat an- 
drogenen de synthese van ontbrekende eiwitten bevorderen in bepaalde erfelijke zlek- 
ten bij de mens. We vercanderstelden dat anabole steroiden, naar analogie van denerva- 
 tie-experimenten, ~ o k  de resrcbieve toename van de AChR synthese na de door antili- 
chamen tot stand gebrachte cross-linking van individuele AChR zoneden kunnen bein- 
vloeden. Bovendien is er epidemi~logisch bewijsmateaiaal betreffendc de mens, als ex- 
perimenteel bewi~s uit spontane prcaefdier modellen, dat geslachtshormonen een rol 
spelen in auto-irnrnuunziekten, met inbegrip van myasthenia gravis. Vrleuwelij ke Lewis 
ratten werden geirnmuniseerd met Torpedo AChR en kregen om de hwee weken een do- 
sis anabole steroiden. Deze dieren werden 30 dagen na de eerste immunisati~ met AChR 
afgernaakt; 3 van de 4 ratten vertoonde toen klinisch gesproken ernstige rnyasthenie. 
]In de conthole ratten werd met de klinische myasthenie 50% verlies van de spier-AChR 
gezierr; 810% van de restereslde AChR was echter bezet door antilichameru. En vergelij- 
king met de cantroles werden in het serum van de met anabole steroiden behandelde 
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